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 日本ではこれまで 15 年間にわたり自殺者数が毎年 3 万人を超えており、その
原因の第 1 位がうつ病である。国や自治体でのうつ病患者らへの自殺予防策が
一定の成果を上げ平成 24 年度において 3 万人を下回ったが、現在うつ病等の気






































































第１章	 in vitroにおける検討  
 
In vitro実験モデルとして神経系モデルの研究に用いられているラット副腎由












グナルの活性化 (PI3K, Ras) を伴う分化や神経突起の伸展が引き起こされるこ
とが知られ、これらシグナル経路の下流であるAktやERK1/2の活性化が突起伸展



















































	 PC12細胞はRiken Cell Bankより購入した。PC12細胞はDulbecco’s Modified 
Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) (Gibco) に10% (v/v) fetal bovine 
serum (FBS; Gibco-BRL), 1% (v/v) penicillin-streptomycin mixed solution (Nacalai 
Tesque) を混入した培地を増殖用および試験用に用いた。増殖時にはプラスチッ




	 PC12細胞を96-well plateにそれぞれ1.0x104cell/well播種し、10% FBS添加培地を
用い、5% CO2、37 oCで24時間培養した。その後それぞれのwellに10% FBSを用
い、DEX最終濃度が0.01, 0.1, 1.0, 10.0 µMになるように調製し、5% CO2、37 oCで
 8 
24時間インキュベートした。コントロールには滅菌水 (最終0.1% v/v) を用いた。
各wellにCell Proliferation Reagent WST-1を10 µLずついれ、4時間インキュベート
し、マイクロプレートリーダーを用い波長450 nmで吸光度を測定し、コントロ








































	 試験時には、I型コラーゲンコートディッシュ (IWAKI) にそれぞれ1x105細胞
ずつ播種し試験を実施した。24時間の培養後、DEX (1 µM) またはvehicle (10% 
FBS DMEM/F12) 培地に交換し24時間のインキュベーションを行なった。その












微鏡下 (ECLIPSE TS100; Nikon)で5視野 (10-20cell/field) をランダムに撮影を行
なった (Digital Sight DS-L2 system; Nikon) (Figure 3A)。得られた画像をNeurocyte 





	 突起伸展の解析から、NGF 50 ng/mLを添加 (NGF) することで未処理 (vehicle) 
に比して約280%の有意な突起伸展 (neurite length(μm)) がみられた (Figure 3B)。
しかし、これらに対してDEXの前処理 (DEX + NGF) によってNGF添加による突















































Western Blotting Analysis 
	 PC12細胞は、I型コラーゲンコートディッシュ (IWAKI) にそれぞれ1x105細胞
ずつ播種し試験を実施した。24時間の培養後、DEX (1 µM) またはvehicle (10% 
FBS DMEM/F12) 培地に交換し24時間のインキュベーションを行なった。その
後、5% FBS DMEM/F12にNGF (50 ng/mL) を処理した培地に交換し、NGF添
加後の各時間 (0, 5, 10, 15, 30, 60 min) において細胞を回収した。これらの薬
剤添加プロトコールについては下記に示す。回収した細胞は、PathScan Sandwich 
ELISA Lysis Buffer (Cell Signaling Technology) により可溶化し、遠心分離により
残渣を取り除いた。回収した上清をBicinchoninic Acid (BCA) Assay Kit (Pierce) に
よりタンパク濃度を測定し、各サンプルのタンパク濃度を均一化した。その後、
Sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gelsを用いて電気泳動を行ない、
Polyvinylidene fluoride (PVDF) membranesへ転写した。転写されたPVDF membrane
を5% bovine serum albumin (Wako) を溶解したTBS containing 0.1% Tween-20 
(TBST) で室温1時間ブロッキング処理を行なった。西洋ワサビペルオキシダー
ゼ標識2次抗体 (Amersham Pharmacia Biotech) で室温1時間処理し、ECL Western 
Blotting Detection Reagent (Amersham Pharmacia Biotech) を用いて検出を行なっ
 12 
た。また、各バンドのdensityをImageJ (National Institutes of Health) によって数値
化した。1次抗体については、anti-phospho-Akt (p-Akt) antibody (Ser473; Cell 
Signaling Technology), anti-Akt antibody (Cell Signaling Technology), 
anti-phospho-ERK1 (T202/Y204)/ERK2 (T185/Y187) (p-ERK1/2) antibody (R&D 
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Figure 4. NGF による Akt および ERK1/2 活性と DEX 曝露の影響  
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 Western blotting により NGF 添加による Akt および ERK1/2 protein の活性化を
解析した。PC12 細胞は NGF の添加、または 24 時間の DEX 曝露後の NGF の添
加における各時間 (0-60 min) の細胞において Akt のリン酸化は NGF 添加後 10 
min をピークに上昇し、その後 60 min まで徐々に減少した (Figure 4A)。DEX 群
における Akt の活性化は同様のカーブを描き、すべての時間において Akt 活性
化の減少がみられた (41%-59% 減) (Figure 4C)。また、ERK1 and ERK2 のリン
酸化においてもp-Akt同様にNGF添加後10 minをピークに上昇し、その後60 min
まで徐々に減少した (Figure 4B)。DEX 群では、特にピーク時に ERK1/2 活性化
の減少がみられた (約 33%減) (Figure 4D)。これらの結果から DEX は PC12 細胞




１−4	 Glucocorticoid receptor阻害剤RU38486による検討 
	 DEXがNGF依存性の突起伸展およびこれらに関わるシグナルであるAktおよ
びERK1/2の活性化を抑制することが明らかとなった。そこで作用経路として、








	 I型コラーゲンコートディッシュ (IWAKI) にそれぞれ1x105細胞ずつ播種し試
験を実施した。24時間の培養後、vehicleまたはDEX (1 µM) またはDEX (1 µM) と
RU38486 (2 µM) を同時添加した (10% FBS DMEM/F12) 培地に交換し24時間の
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Figure 5. DEX 誘起性の突起伸展抑制および Akt, ERK1/2 の活性化阻害に

















	 I型コラーゲンコートディッシュ (IWAKI) にそれぞれ1x105細胞ずつ播種し試
験を実施した。24時間の培養後、vehicleまたはDEX (1 µM) またはDEX (1 µM) 
とFlv (1 µM) を同時添加した (10% FBS DMEM/F12) 培地に交換し24時間の



















































































る学習性無力感 (learned helplessness) を示すモデル動物で、これらの海馬におけ
る新生細胞数が減少していることが確認され、また、抗うつ薬の慢性投与によ











































	 実験には 5 週齢の ddY 雄性マウスを使用し、1 ケージ 6 匹で飼育した。実験
には室温 22±2℃、湿度 55±10%、定時間照明 (7:00-19:00) の環境で、自由給水、
自由給餌下、少なくとも 1 週間の予備飼育を行なった後実験に使用した。 
 
使用薬物ならびに投与方法 
	 DEX として MSD 社のデカドロン注射液 6.6 mg (デキサメタゾンリン酸エステ
ルナトリウム) を生理食塩水で希釈し用いた。DEX (0.5 mg/kg/day) を Alzet 社の
OSMOTIC PUMP (0.5 µL/hr, 14 days) に注入し、各マウスの皮下へ包埋し 2 週間









	 14 日間の DEX 持続注入後、マウスをプラスチック製ケージ (17x24x12 cm) に
1 ケージあたり 1 匹入れ、自発運動量を持続的赤外線センサー (ABsystem:  
Neuroscience) で検知し、運動量の変化についてインターフェイスを介してパー
ソナルコンピューターに入力、記録した。測定は 20 時間とし、1 時間間隔にお













	 自発運動試験の結果、比較対照群 (saline) においては 19:00-20:00 および
6:00-7:00をピークとした 2相性の運動量の増加を確認した。また、14日間のDEX
持続注入により特に運動量のピーク時において自発運動量の減少傾向がみられ
た (Figure 7A)。また、マウス活動期 (19:00-7:00) における自発運動量の合計




































































































































	 強制水泳試験は Porosolt らの方法を以下のように変更して実施した 34)。マグネ
ット (直径 1 mm、長さ 3 mm) をマウスの両後肢に埋め込み、水深 12 cm まで水 
(24±1℃) の入ったプラスチック製円筒型水槽 (直径 11 cm、高さ 18 cm) 中でマ
ウスを 1 匹ずつ泳がせた。本実験では、シリンダー周囲にあるコイルを通して
マグネット装着した後肢の動きを検出する強制水泳自動測定装置 (MicroAct 






	 14 日間の DEX 注入後の強制水泳試験の結果、DEX 未処理と比較して無動時

















































Figure 8. DEX 持続注入 2 週間後の強制水泳試験における無動時間  (A) 
















































































































































	 本 DEX モデルに対する抗うつ薬 (FlV) の投与の結果、自発運動試験において、




























































Figure10. DEX 持続注入における強制水試験による無動時間  (A) および
ばたつき数  (B) に対するフルボキサミンの効果  
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２−４	 小括 

























ドの DEX を用いて in vitro および in vivo 両面でのモデル構築を試みた。 
	 第 1 章においては in vitro における検討として、PC12 細胞を用いて、Akt お
よび ERK1/2 といった分子マーカーをもつ突起伸展の抑制モデルを構築した。











	 本モデルのように in vitro と in vivo が連結した実験モデルは、うつ病のような
複雑な疾患において非常に有効であると考えられ、これらに様々な治療薬や各
マーカーの作動・遮断薬を用いて、in vitro と in vivo のパラメーターを相関しう
るシステムファーマコロジーの構築を可能にするものと考えられる。本研究に
よって得られた DEX による反応性をバイオマーカーとし、in vitro で得られたマ
ーカーを用いて抗うつ薬による反応性を解析し、さらに in vivo における反応性
についても検討する。そしてその反応性を数式によってシミュレーションし、 in 
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